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摘　要　　为研究土壤强还原处理（Reductive soil  disinfestation，RSD）对连作三七土壤中

障碍因子及再植三七生长的影响，以云南省文山州连作三七土壤为研究对象，设置4个处理：对照

（CK）；分别添加高碳氮比有机物料（C/N 94，15 t·hm-2，SB），低碳氮比有机物料（C/N 19，15 

t·hm-2，BD），高、低碳氮比有机物料等质量混合（15 t·hm-2，SB+BD）的RSD处理。利用高效液相

色谱测定土壤中皂苷类物质的含量，通过定量PCR和变性梯度凝胶电泳测定土壤微生物数量和群落结

构，并统计再植三七的存苗率和发病率。结果表明，与CK相比，RSD能够显著消减土壤中皂苷类物质

的含量，其中BD和SB+BD对Rb1和Rh1的降解率分别高达82.1%和85.8%～88.1%。RSD还能有效杀灭

尖孢镰刀菌，显著降低其在真菌类群中的比例，其中杀菌率高达99.7%。同时，移栽5个月后，RSD处

理再植三七的存苗率提高7.3倍～8.5倍，发病率由89.0%降低至12.9%～16.1%。因此，土壤强还原处

理能够显著消减连作三七土壤中积累的障碍因子，改善土壤微生物群落结构，提高存苗率，降低发病

率，是一种具有快速缓解三七连作障碍潜力的农业措施。
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三 七 ［ Panax  no tog in seng （ Burk . ） F.  H . 
Chen］，又名田七，为五加科人参属多年生草本

植物，是我国特有的名贵中药材，具有活血化瘀、

消肿定痛等功效［1］。三七市场需求量大，仅国内

就有1300多家企业以三七为原料生产400多个药

品，几乎涵盖了所有的中药制药企业［2］。因此，

道地三七的可持续生产是保证我国中药产业稳定发

展的关键之一。然而，三七既喜阴湿，又是宿根

植物，极易被土壤中的病原菌侵染发病。其中根

腐病是三七生长过程中最为严重的病害，致病因

素复杂，主要是细菌和真菌混合致病，常年发病

率为5%～20%，严重时可达70%［3］。尖孢镰刀菌
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（Fusarium oxysporum）和腐皮镰刀菌（Fusarium 
solani）是三七根腐病的主要致病菌，专性寄生，

在无寄主植物存在时，其休眠孢子仍能在土壤中存

活长达20年之久。此外，三七在生长过程中通过

自然挥发、雨雾淋溶、根系分泌和植株分解等方式

向环境中释放的化感物质是引起土壤微生物区系失

衡，刺激病原菌快速生长，导致三七生长不良、发

病和死亡的重要因素之一［4］。其中，皂苷类物质

是三七主要的次生代谢产物，在植物根与病原菌的

互作中扮演着重要的角色，被认为是导致三七连作

障碍的主导因素［5］。

目前，科学上消减三七连作障碍的主要途径包

括农业防治、化学防治和生物防治［6］。轮作和间

作是缓解作物连作障碍较为有效的传统方法［7-8］，

但三七的忌地性极强，往往需要轮作10～30年才

能再植，而且随着种植历史的延长，可种植三七的

土地资源日益匮乏，因此轮作已无法满足道地三七

可持续生产对土地资源的需求［6］。而土壤化学熏

蒸剂是目前生产上应用最广泛的方法，但其作用单

一，仅能够杀灭土传病原菌，不能改良土壤理化性

状和消除化感物质［9］，而且土壤中病原菌的数量

在再植作物根系分泌物的诱导下会迅速回升［10］，

对多年生喜阴湿的宿根植物三七的连作障碍防控效

果不佳。利用外源添加有益微生物来防控三七连作

障碍的效果往往不稳定，这与添加的有益微生物能

否适应土壤环境并存活下来发挥其作用有关［11］。

综上所述，至目前为止，科学研究或农业生产上并

没有有效消减三七连作障碍因子、实现三七可持续

生产的综合农业措施。

土 壤 强 还 原 处 理 （ R e d u c t i v e  s o i l 
disinfestation，RSD）是一种作物种植前的土壤处

理方法，其操作简单，处理时间短，不耽误农时，

具有杀灭土传病原菌，改善土壤结构，重建土壤微

生物区系的多重效应，从而能够有效缓解蔬菜和花

卉的连作障碍现象［12-13］。本研究利用云南省文山

苗乡三七科技有限公司搭建的“三七连作障碍PK
试验平台”内的试验地，研究高碳氮比、低碳氮比

和高、低碳氮比等质量混合有机物料RSD处理对连

作三七土壤障碍因子尤其是化感物质和土传病原

菌、微生物群落结构和多样性及三七存苗率和发病

率的影响，并进一步探讨土壤中连作障碍因子消减

程度与三七存苗率和发病率的关系，旨在寻求一种

快速消减不同连作障碍因子的综合措施，以期为消

减和克服三七连作障碍、实现道地三七可持续生产

提供一定的理论依据和技术支持。

1　材料与方法

1.1　研究区概况

田间试验位于云南省文山苗乡三七科技有限

公司的“三七连作障碍PK试验平台”（23°42′N , 
104°16′E），属亚热带气候，冬无严寒，夏无酷

暑。年均气温15～17 ℃，降雨量为1 100～1 319 
mm，全年无霜期356d。试验前该PK地已连续六年

种植三七，自从第一次移栽一年七籽条并存活至收

获（三年七）以后，此后每年移栽的一年七籽条均

在当年全部发病死亡［14］。试验前0～20 cm土层的

基本理化性质为pH 7.12，电导率 0.09 mS·cm-1，

有机质和全氮的含量分别为10.52和0.36 g·kg-1。

1.2　试验设计

田间试验共设置四个处理：1）不做任何土壤

处理的对照（CK）；2）添加高碳氮比有机物料的

RSD处理（TOC：442.4 g·kg-1，TN：4.66 g·kg-1，

C/N 94，SB）；3）添加低碳氮比有机物料的RSD
处理（TOC：451.2 g·kg -1，TN：22.9 g·kg -1， 
C/N 19，BD）；4）添加高、低碳氮比等质量混

合有机物料的RSD处理（m/m=1∶1，SB+BD）。

RSD处理的具体操作如下：在连作三七土壤表面均

匀添加15 t·hm-2有机物料后通过旋根机将其与耕作

层土壤混合均匀，灌溉至田间最大持水量并覆膜

处理40 d，处理期间土壤温度为20～30 ℃。各处

理包含两垄，分成三个生物学重复区。每垄面积 
30 m2（2 m × 15 m），各垄之间由40 cm深，20 cm
宽的沟隔开。

1.3　土壤样品采集及预处理

待RSD处理结束后，揭开薄膜，采集土壤样

品。各处理每个小区按“S”形采样路线随机选取

10个采样点，采集0～20 cm的耕层土壤，混合均

匀后去除杂物和细根，过2 mm筛。过筛后的新鲜

土壤样品分成三份：一份风干后测定皂苷类化感物

质；一份保存在4℃用于测定土壤微生物活性；一

份保存在-80℃用于土壤基因组DNA的提取。

1.4　土壤皂苷类化感物质的测定

土 壤 中 皂 苷 类 化 感 物 质 的 提 取 参 照 Ya n g  
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等 ［15］的方法并作适当调整。称取50 g风干土样

（100目）三份，分别置于1 L的三角瓶中，加入

600 mL 100%甲醇（土/甲醇=1∶12，m/v）摇床

过夜提取（30 ℃，220 r·min-1），然后超声提取

2 h（35 ℃，45 KHz）后离心（3 000 r·min-1， 
3 min）并收集上清液，下层土壤再重复提取2次，

离心后合并3次上清液，将所有上清液用旋转蒸发

仪蒸发至干（30 ℃），称重后再用一定量的色谱

甲醇溶解，0.22 μm有机系滤膜过滤后将滤液置

于-20 ℃冰箱中保存备用。

称取三七皂苷R1、人参皂苷Rg1、Rb1、Rh1、

Rb 3、Rd（购于上海阿拉丁生化科技股份有限公

司）各1 mg，加入一定量甲醇溶解配制成每1 mL
分别含0.1 mg的标准溶液，所得标准溶液用0.45 
μm有机系滤膜过滤后各吸取1 mL配制成混合标

准溶液。土壤中皂苷类化感物质提取液按照上述

方法提取。利用高效液相色谱（High Performance 
Liquid Chromatography, HPLC）Waters e2695 系

统的PDA检测器对土壤中的皂苷进行测定，色谱

柱为Waters C18（250 mm × 4.6 mm，5 μm），

流动相由乙腈（A）和水（B）组成，0～30 min用

18%A和82%B洗脱，30～35 min用30%A和70%B
洗脱，35～55 min用35%A和65%B洗脱，55～77 
min用18%A和82%B洗脱；流速1.5 mL·min-1；波

长203 nm；柱温40 ℃；进样量30 μL。

1.5　土壤微生物活性的测定

土 壤 中 微 生 物 活 性 的 测 定 参 照 A d a m 和 
Duncan［16］的方法。称取过 2 mm 筛的鲜土 2 g，

置于  50 mL 离心管中，分别加入  15 mL 磷酸缓

冲液（60 mmol·L-1，pH 7.6）和 0.2 mL FDA 溶

液（1 mg·mL-1），用封口膜封口，在30 ℃、100 
r·min-1条件下反应 20 min，结束后立即加入 15 mL 
氯仿/甲醇（2∶1）溶液终止反应，2 000 r·min-1离

心 3 min 后取上清液过 0.22 μm 有机系滤膜，滤

液用分光光度计在 490 nm 处测定吸光值。标准曲

线参照Zhao等［14］的方法构建。

1.6　土壤DNA提取及荧光实时定量PCR分析

称 取 0 . 5  g 置 于 - 8 0  ℃ 冰 箱 中 的 土 壤 ，

用 P o w e r S o i l ®  D N A I s o l a t i o n  K i t  ( M o B i o 
Laboratories, Inc., Carlsbad, CA, USA) 按说明书上

的步骤进行土壤总 DNA的提取，所有DNA样品保

存在-20 ℃冰箱待用。

用 于 定 量 细 菌 1 6 S  r R N A （ E u b 3 3 8 F /
Eub518R）、真菌（ ITS1f/5.8S）和尖孢镰刀菌

ITS基因（ITS1F/AFP308R）的引物如表1所示。

荧光实时定量PCR扩增反应在CFX96TM Real-Time 
System（Bio-Rad Laboratories Inc.，Hercules，

CA，USA）上进行。各基因的标准曲线参照Zhao
等［17］的方法构建。

1.7　变性梯度凝胶电泳及DGGE图谱分析

分 别 利 用 带 有 G C 夹 子 的 细 菌 通 用 引 物 G C -
U968/L1401和真菌通用引物 GC-Fung/NS1对细菌

和真菌的16S rRNA和18S rRNA基因片段进行PCR
扩增（表1）。参照Muyzer等 ［19］的方法，采用

D-Code System（Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 
C A ,  U S A ） 对 P C R 产 物 进 行 变 性 梯 度 凝 胶 电 泳

（Denatured gradient gel electrophoresis, DGGE）分

析。细菌和真菌的变性梯度、电泳条件和凝胶染色

显影参照刘亮亮等［26］的方法。利用Quantity One 
4.6.3对DGGE图谱进行聚类分析和多样性分析。

1.8　三七存苗率和发病率的测定

一年七籽条于正常种植时间移栽至各处理土壤

中，移栽3个月后（三七籽条出苗完全）统计其出

苗率，移栽5个月和8个月后统计存苗率和发病率。

计算公式如下：

出苗率（%）=（出苗数 /移栽苗数）×100；

存苗率（%）=（存苗数/移栽苗数）×100；发病

率（%）=（（出苗数-存苗数）/出苗数）×100
1.9　数据统计分析

本试验为单因素试验，采用SPSS 19.0进行统

计分析，单因素方差（One-way ANOVA）配合

Tukey’s HSD检验多处理间均值差异的显著性；

Pearson相关性分析检验土壤中化感物质含量、病

原菌数量与三七出苗率、存苗率、发病率及微生物

多样性和丰富度之间的相关性。

2　结　果 

2.1　 不同有机物料RSD处理对土壤中皂苷含量和

降解率的影响

利 用 HPLC 结 合 标 准 品 的 方 法 分 析 不 同 处 理

土 壤 提 取 液 中 的 皂 苷 成 分 （ 图 1） ， 结 果 显 示 ，

土 壤 提 取 液 中 可 检 测 出 2种 主 要 的 皂 苷 成 分 ， 即

Rb1和Rh1。结合表2可知，与CK处理相比，RSD
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表1　定量PCR和PCR-DGGE所用的引物

Table 1　Primers used in real-time PCR and PCR-DGGE

微生物数量和群落分析

Microbial population and 

community analysis

目标基因

Target gene

引物

Primers

序列

Sequence（5′-3′）

参考文献

Reference

实时荧光定量 PCR

Quantitative real-time PCR

16S rRNA Eub338F ACTCCTACGGGAGGCAGCAG ［18］

Eub518R ATTACCGCGGCTGCTGG ［19］

Fungal ITS ITS1f TCCGTAGGTGAACCTGCGG ［20］

5.8sR CGCTGCGTTCTTCATCG ［21］

F. oxysporum ITS ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA ［18］

AFP308R CGAATTAACGCGAGTCCCAAC ［22］

变性梯度凝胶电泳 DGGE 16S rRNA GC-U968 GC-AACGCGAAGAACCTTAC ［23］

L1401 GC-AACGCGAAGAACCTTAC ［23］

GC clamp (bacteria)
CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCG-

GGGCGGGGGCACGGGGGG
［24］

18S rRNA GC-Fung GC-ATTCCCCGTTACCCGTTG ［24］

NS1 GTAGTCATATGCTTGTCTC ［25］

GC clamp (fungi)
CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCGG-

CCCGCCGCCCCCGCCCC
［24］

注：CK：土壤不处理对照；SB：添加15 t·hm-2高碳氮比（C/N 94）有机物料的土壤强还原处理；BD：添加15 t·hm-2低碳氮比（C/

N 19）有机物料的土壤强还原处理；SB+BD：添加15 t·hm-2高、低碳氮比等质量混合有机物料的土壤强还原处理。下同 Note: CK: 

control without soil treatment; SB: RSD coupled with application of 15 t·hm-2organic substrate high in C/N ratio (C/N 94); BD: RSD 

coupled with application of 15 t·hm-2organic substratelow in C/N ratio (C/N 19, 15 t·hm-2); SB+BD: RSD coupled with application of 

15 t·hm-2 organic substrate containing both high and low C/N ones, half by half (m/m=1∶1). The same below

图1　皂苷标准溶液及不同有机物料RSD处理土壤提取液HPLC图。A: 皂苷标准溶液；B：CK；C：SB；D：BD；E：

SB+BD
Fig. 1　HPLC profiles of standard saponins and soil extract from RSD treated soil relative to organic substrate. A: Standard 

saponinssolution; B: CK; C: SB；D: BD; E: SB+BD
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处 理 均 能 显 著 降 低 土 壤 中 皂 苷 R b 1和 R h 1的 含 量

（P≤0.05），其中BD和SB+BD处理对Rb1的降解

效果显著优于SB处理（P≤0.05），降解率均高达

82%；而SB、BD和SB+BD处理对Rh1的降解效果

很好，降解率分别为85.4%、85.8%和88.1%，但不

同RSD处理间无显著差异（P>0.05）。土壤强还原

处理能够显著降低土壤中皂苷类化感物质的含量，

不同RSD处理对皂苷Rb1的降解率不同，这可能与

不同碳氮比有机物料刺激产生的微生物类群对Rb1

分解利用能力不同有关。

表2　不同有机物料RSD处理对土壤中皂苷含量和降解率的影响

Table 2　Effects of reductive soil disinfestation coupled with application of organic substrates on content and degradation rate of soil 

saponins relative to treatment

处理

Treatment

Rb1 Rh1

含量

Content/(μg·g-1)

降解率

Degradation rate/%

含量

Content/(μg·g-1)

降解率

Degradation rate/%

CK 1.51±0.03a 2.37±0.05a

SB 1.11±0.08b 26.37±3.81b 0.35±0.04b 85.37±1.67a

BD 0.27±0.02c 82.07±1.46a 0.34±0.05b 85.81±1.79a

SB+BD 0.27±0.04c 82.10±2.11a 0.28±0.00b 88.11±0.23a

　　注：平均值±标准差（n = 3）。同一列中字母不同表示处理间差异显著（P ≤ 0.05）。下同 Note: Values are means ± Std (n = 

3). Different letters within the same column mean significant difference between treatments at 0.05 level. The same below

2.2　 不同有机物料RSD处理对土壤微生物活性的

影响

如图2所示，与CK处理相比，RSD处理均能提

高土壤微生物活性，其中BD处理的土壤微生物活性

最高，达到39.7 μg·g-1·h-1干土，显著高于CK处理

（P ≤0.05）。土壤强还原过程中添加的有机物料能

够为微生物的生长提供碳、氮源，从而能在一定程

度上提高微生物活性，而BD处理中添加的有机物料

氮含量最高，碳氮比最低，更适宜微生物的生长利

用，这可能是BD处理土壤微生物活性最高的原因。

注：误差线表示标准差（n = 3），不同字母表示处理间差异显著（P≤0.05）。下同 Note: Error bars indicate the 

standard deviations of the means of three replicates. Different letters above the bars mean significantdifference between 

treatments at 0.05 level. The same below

图2　不同有机物料RSD处理对土壤微生物活性的影响

Fig. 2　Effects of reductive soil disinfestation coupled with application of organic substrates on soil microbial activity relative to 

treatment



http：//pedologica. issas. ac. cn

708 土  壤  学  报 56 卷

2.3　 不同有机物料RSD处理对土壤微生物数量的

影响

如 图 3 A 和 3 B 所 示 ， 不 同 有 机 物 料 R S D 处 理

对土壤中细菌和真菌数量的影响不同，其中SB和

SB+BD处理的细菌和真菌数量显著低于CK和BD处

理（P≤0.05），而CK和BD处理间无显著差异。

由图3C和3D可知，与CK处理相比，RSD处理后，

土壤中尖孢镰刀菌的数量及其与真菌的比例均显

著下降（P≤0.05），但不同RSD处理间差异不显

著，其中所有RSD处理的杀菌率均高于99.7%。表

明土壤强还原处理能够有效杀灭土传病原菌，降低

其在土壤真菌类群中的占比，这可能与土壤强还原

过程中产生的杀菌物质如有机酸、还原性金属离子

有关；也可能与其创造的厌氧环境有关。

2.4　 不同有机物料RSD处理对土壤微生物群落结

构和多样性的影响

如 图 4 所 示 ， 土 壤 强 还 原 处 理 能 够 显 著 改 变

细菌和真菌的群落结构（DGGE条带的位置和数

量）。聚类分析结果显示土壤细菌群落结构分成2
组，其中SB和CK处理聚在一起，BD和SB+BD处

理的细菌群落结构聚在一起（图4A）；土壤真菌

群落结构同样分成两组，SB、BD和SB+BD处理的

真菌群落结构聚在一起，与CK处理分开，且SB和

SB+BD处理的真菌群落结构聚在一起，与BD处理

分开（图4B）。由表3可知，与CK处理相比，土

壤强还原处理能够显著增加细菌的香农多样性和丰

富度（P≤0.05），且SB+BD处理的多样性和丰富

度指数最高，分别为H'=3.46和S = 34.33，显著高

于SB和BD处理（P≤0.05）。此外，BD和SB+BD
处理的真菌香农多样性和丰富度指数显著高于CK
处 理 和 S B 处 理 （ P ≤ 0 . 0 5 ） ， 而 处 理 间 （ B D 与

SB+BD；CK与SB）均无显著差异（P>0.05）。

土 壤 强 还 原 处 理 能 够 显 著 改 变 土 壤 微 生 物 群 落

结构和提高其多样性和丰富度（ P≤0 .05），且

这 些 改 变 和 提 高 与 有 机 物 料 的 碳 氮 比 和 多 样 性 
有关。

图3　不同有机物料RSD处理对土壤中细菌（A）、真菌（B）、尖孢镰刀菌（C）数量及尖孢镰刀菌/真菌比（D）的

影响

Fig.3　Effects of reductive soil disinfestation coupled with application of organic substrates on bacteria (A), fungi (B), F. oxysporum 

(C), and F. oxysporum/fungi ratio (D) relative to treatment
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表3　不同处理土壤中细菌和真菌香农多样性和丰富度指数

Table 3　Shannon diversity and richness of bacteria and fungi in the soilrelative to treatment

处理

Treatment

细菌 Bacteria 真菌 Fungi

香农指数H’

Shannon index

丰富度指数S

Richness index

香农指数H’

Shannon index

丰富度指数S

Richness index

CK 2.78±0.04c 16.67±0.58c 3.21±0.03b 27.3±1.15b

SB 3.09±0.15b 22.67±1.53b 3.17±0.03b 27.3±1.15b

BD 2.97±0.04bc 21.00±1.00b 3.41±0.03a 34.00±1.00a

SB+BD 3.46±0.02a 34.33±0.58a 3.39±0.03a 33.33±1.15a

2.5　不同有机物料RSD处理对三七生长的影响

如表4所示，与CK处理相比，土壤强还原处

理对三七出苗率无显著影响，但BD和SB+BD处

理的出苗率差异显著（ P≤0 .05）。移栽一年七

籽 条 5 个 月 后 ， 土 壤 强 还 原 处 理 的 三 七 存 苗 率 均

显著高于CK处理（P≤0.05），且BD处理的三七

存苗率最高，达到66.7%；而CK处理的发病率最

高，达到89.0%，显著高于SB、BD和SB+BD处理

（P≤0.05），且不同RSD处理间的三七发病率差

异不显著（P>0.05）。随着再植三七移栽时间的

延长，三七的存苗率均逐渐降低，发病率则逐渐

增加。至移栽8个月后，RSD处理的存苗率降低至

35.1%～48.9%，但仍显著高于CK处理（0%）；

而RSD处理的发病率增加至36.6%～52.3%，是移

栽5个月后发病率的2.75倍～4.67倍，仍显著低于

CK处理的100%。其中BD处理的存苗率最高，发

病率最低。可见土壤强还原处理能够显著增加三七

的存苗率（P≤0.05），降低三七的发病率，但对

三七的出苗率影响不大，这可能是因为三七籽条自

身的质量是影响出苗率最重要的因素。随着移栽时

间的延长，再植三七的存苗率逐渐下降，其原因可

能是单一的土壤强还原处理对连作障碍因子的消除

图4　不同处理土壤中细菌（A）和真菌（B）群落结构的聚类分析

Fig. 4　Cluster analysis of DGGE banding profiles for bacteria (A) and fungi (B) communities relative to type of organic substrate
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具有一定的局限性，未能将其消除完全，从而造成

了再植三七发病率逐渐攀升的现象，这也从侧面表

明土壤中的障碍因子如病原菌数量和化感物质含量

是影响三七生长和发病最重要的因素。

表4　不同有机物料RSD处理对三七出苗率、存苗率及发病率的影响

Table 4　Effects of reductive soil disinfestation coupled with organic substrates on germination rate, survival rate, and disease 

incidence of Sanqi seedlings relative to treatment

处理

Treatment

移栽3个月

3 monthsafter transplantation

移栽5个月

5 monthsafter transplantation

移栽8个月

8 monthsafter transplantation

出苗率

Seedling 

germination rate/%

存苗率

Seedling survival 

rate/%

发病率

Disease 

incidence/%

存苗率

Seedling survival 

rate/%

发病率

Disease 

incidence/%

CK 71.14±0.75ab 7.87±2.09c 88.97±2.81a 0.0±0.0c 100.0±0.0a

SB 73.84±1.16ab 64.31±0.89ab 12.90±0.17b 35.10±4.71b 52.32±7.13b

BD 76.88±3.23a 66.67±4.30a 13.34±1.96b 48.92±8.60a 36.60±8.54c

SB+BD 68.02±3.73b 57.12±4.74b 16.09±2.37b 37.15±3.52b 45.44±2.19bc

相关性分析（表5）显示，土壤中皂苷Rb 1、

Rh1、Rb1+Rh1含量及F. oxysporum的数量与三七的

存苗率呈显著负相关（P≤0.01），与三七的发病

率呈显著正相关（P≤ 0.01），但与三七的出苗率

无显著相关性。而土壤中皂苷Rb1、Rb1+Rh1含量

及F. oxysporum的数量与细菌多样性和丰富度、真

菌多样性和丰富度呈显著负相关（P  ≤  0.05）；

土壤中Rh1的含量仅与细菌多样性和丰富度呈显著

负相关（P ≤ 0.05）。表明RSD处理后，再植三七

存苗率显著增加、发病率显著降低与连作土壤中障

碍因子如病原菌和皂苷类化感物质的显著消除有

关，而这些障碍因子的消除程度与RSD过程中土壤

微生物的变化，如微生物多样性和丰富度显著增加 
有关。

表5　土壤中皂苷含量、病原菌数量与三七出苗率（移栽3个月）、存苗率和发病率（移栽5个月）、细菌多样性和丰

富度和真菌多样性和丰富度的Pearson相关性分析

Table 5　Pearson correlation coefficients of soil saponins content with F. oxysporum population, germination rate (3 months after 

transplantation), survival rate, disease incidence (5 months after transplantation), diversity and richness of bacteria and diversity and 

richness of fungi
出苗率

Germination

rate

存苗率

Survival

rate

发病率

Disease

incidence

细菌多样性

Bacterial

diversity

细菌丰富度

Bacterial

richness

真菌多样性

Fungal

diversity

真菌丰富度

Fungal

richness

Rb1 -0.06 -0.73** 0.75** -0.64* -0.67* -0.89** -0.92**

Rh1 -0.19 -0.98** 0.99** -0.68* -0.63* -0.46 -0.56

Rb1+Rh1 -0.15 -0.94** 0.96** -0.70* -0.68* -0.66* -0.73**

F. oxysporum -0.15 -0.93** 0.94** -0.65* -0.65* -0.62* -0.72**

　　*, P≤ 0.05；**, P≤ 0.01

3　讨　论

三七是极其珍贵的中药材，具有入药历史久，

用药范围广，市场需求量大等特征［1, 6］。但是，

三七是性喜温暖阴湿的多年生免耕宿根植物，土传

病害问题较为严重，而且三七种植忌地性极强，存

在严重的连作障碍问题［3］。近年来，随着人们生

活水平的提高，保健意识的加强，三七的社会需求

量逐年递增，但连年大面积单一的人工栽培模式导

致三七的连作障碍问题日趋突出。并且随着种植历
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史的延长，可种植三七的土壤资源日益枯竭，道地

三七的市场需求和生长能力之间形成了尖锐的矛 
盾［3］。目前，连作障碍已成为制约我国道地三七

可持续生产的瓶颈。因此，解决三七忌连作问题，

缩短土地资源再利用周期，保证三七栽培的可持续

发展和三七药材的道地性已经刻不容缓。

土 壤 中 化 感 自 毒 物 质 累 积 及 其 效 应 是 再 植

三七产生连作障碍的主要因素，有效降低其在土壤

中的浓度是缓解甚至克服三七连作障碍的重要前 
提［5-6］。利用活性碳、生物炭等具有吸附特性的吸

附剂可有效降低土壤或营养液中化感自毒物质的浓

度，进而减轻植物的化感自毒作用［1, 27］。Yang等
［15］的研究表明，在水培条件下，向溶液中添加活

性炭能够完全抵消三七根系分泌物中自毒物质对

三七存苗率的影响，其存苗率较只添加根系分泌物

的处理高了3倍多，与只添加水的对照处理相似。

但是，这种通过活性炭、生物炭等吸附剂降低土壤

中化感物质浓度的作用属于物理作用，因此在一定

的环境条件下，被活性炭或生物炭吸附的化感物质

会重新释放回到土壤中，从而可能对再植作物的正

常生长产生负面作用［28］。李勇等［29］研究发现，

在平板条件下，向溶液中添加筛选得到的人参自毒

物质的降解微生物，能够有效缓解自毒物质对人参

种子萌发的抑制作用。但是，在土壤条件下，其降

解效果往往不稳定，这是由于外源添加的微生物首

先要适应连作的土壤环境，并且还需与连作土壤土

著微生物在养分和生态位的竞争中占优，进而才

能在土壤中发挥其作用［30］。因此，生产上也未见

有大面积推广应用的实例。在本研究中，经过40d
的土壤强还原处理，土壤中皂苷类化感自毒物质的

浓度显著下降，其中Rb1和Rh1在BD和SB+BD处理

中的降解率达到82%～88%，这是因为在土壤强还

原过程中，某些具有化感物质降解能力的厌氧微生

物被刺激产生并迅速增殖，从而促进了皂苷类物质

的消除。其实，这种厌氧生物降解技术已经在有机

污染物尤其是氯代芳香族化合物的降解领域得到广

泛的研究和应用［31］。但是，关于哪些微生物类群

在土壤强还原过程中参与皂苷类物质的降解，且如

何通过改变有机物料的种类来调控这些微生物的数

量、种类和活性仍值得进一步的研究。

土壤微生物生态失衡，病原菌富集、有益菌减

少是连作三七土传病害频发的主要原因［1］。降低

土壤中病原菌的数量，改善土壤微生物群落结构是

减少三七土传病害发生率的关键。轮作非寄主植物

是降低土传病原菌数量，减少土传病害发生率较为

有效的农业措施［6］。Zhao等［14］的研究发现，与

连作三七土壤相比，短期的玉米轮作虽然能显著降

低病原菌在真菌中的占比，但并不能有效降低土壤

中病原菌的数量，这可能是三七需要轮作10～30
年才能再植的原因之一。土壤熏蒸剂如氯化苦等虽

然能够有效杀灭土壤病原微生物，但同时也降低了

土壤中有益微生物的数量，还可能导致土壤微生

物群体对病原微生物的竞争抑制作用下降［1］。此

外，氯化苦、克百威等12种高毒农药将在5年内全

部禁用。本研究发现，高碳氮比有机物料、低碳氮

比有机物料或高、低碳氮比混合物料的强还原处理

均能显著降低土壤中尖孢镰刀菌的数量，杀菌率高

达99.7%，这是因为在土壤强还原过程中，厚壁菌

门厌氧微生物如梭菌科（Clostridiaceae）等能够

在分解有机物料的同时，产生一些具有杀菌作用的

小分子有机酸如乙酸、丁酸等，同时这些微生物类

群还能分泌抗真菌物质，从而对病原菌起到杀灭作 
用［32-33］。Momma等［34］以强还原过程中产生的有

机酸种类和浓度为依据，通过平板添加试验的研

究表明有机酸能够有效杀灭病原菌的繁殖体，抑

制孢子的萌发，这与本实验室前期的研究结果一 
致［33］。此外，尖孢镰刀菌在真菌中的占比也显著

下降，其下降的幅度远远超过短期玉米轮作，表明

土壤强还原处理能够选择性地杀灭土传病原菌，同

时还能刺激其他真菌类群的生长增殖，从而在一定

程度上加剧了其他真菌与病原菌在生态位及养分的

竞争，潜在地增强了土壤微生物的抑病能力［14］。

低碳氮比有机物料和高、低碳氮比混合物料强还原

处理中病原菌 /真菌比例低于高碳氮比有机物料强

还原处理，其原因可能是低碳氮比有机物料较易分

解，能利用的微生物类群谱更广，因此能刺激产生

更多的真菌类群和更大的种群数量。

连作土壤中化感物质降解率和杀菌率是衡量

三七连作障碍因子消除与否和消除程度的关键，而

三七再植之后的存苗率、发病率才是衡量土壤强还

原处理方法能否有效缓解三七连作障碍的重要指

征。本研究发现，移栽一年七籽条5个月后，连作

土壤中三七的存苗率仅7.8%，发病率高达89.0%；

而RSD处理的存苗率为57.1%～66.7%，发病率仅
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为12.9%～16.1%，这表明土壤强还原处理能有效

缓解三七的连作障碍，且存苗率与土壤中皂苷物质

含量和病原菌数量呈显著负相关，进一步证实强还

原处理是一种具有有效消除连作障碍因子潜力的

土壤处理方法。但是，再植三七的存苗率随再植

时间的延长而逐渐下降，发病率则逐渐增加。在

移栽一年七籽条八个月以后，RSD处理的存苗率为

35.1%～48.9%，虽仍显著高于对照处理，但也明

显低于同期未种植过三七的新土，这可能是由于单

一的土壤强还原处理未能将三七种植过后的土壤条

件完全恢复到种植以前的水平。因此，继续研究如

何提高RSD处理对连作障碍因子清除的效果，开发

相应的农业措施，延缓三七在连续种植过程中的发

病速度显得尤为必要。

土 壤 强 还 原 处 理 是 一 种 操 作 简 单 、 处 理 时

间 短 、 不 耽 误 农 时 的 作 物 种 植 前 的 土 壤 处 理 方 
法［12］。虽然强还原措施自身具有一定的复杂性，

但我们前期大量的田间试验表明，只要严格控制条

件，其效果是有效且稳定的，不因土壤类型、作物

种类的变化而明显变化［ 13, 26, 33, 35］。此外，强还原

措施所需的成本主要受处理过程中所用物料的种

类、收集所需成本的影响而波动，但对于具有高价

值的蔬菜、瓜果、花卉等作物，其处理成本与连作

后的搬迁成本、继续连作可能导致的经济损失以及

连作过程中防控病害所需农药的花费相比，并不算

高，因而可以被广大种植户所接受。目前，我们在

云南省和浙江省进行了大面积的示范推广，反响 
良好。

4　结　论

土壤强还原处理是一种快速有效消除土壤连作

障碍因子的方法，能够显著降低连作三七土壤中皂苷

类化感自毒物质的含量，有效杀灭富集的土传病原微

生物，还能够增加土壤微生物多样性和活性，提高连

作三七的存苗率、降低其发病率。因此，土壤强还原

处理是一种具有解决三七忌连作问题，缩短土壤资源

再利用周期潜力的农业措施，但离农业实际生产还有

一定的距离，仍需进一步的科学研究。
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Effects of Reductive Soil Disinfestation on Obstacles and Growth of Replant 
Seedlings in Sanqi Ginseng Mono-Cropped Soils
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Abstract　【Objective】Sanqi ginseng ［Panax notoginseng (Burk.) F. H. Chen］ is a valuable 
traditional Chinese medicinal herb grown in Yunnan. It is no good to cultivatethe plants continuously 
in the same field. Reductive soil disinfestation (RSD) is a technique for pre-planting soil treatment that 
has been proven to be successful in overcoming the obstacles of monocropping of vegetable, flower, etc. 
However, it is not sure whether RSD can help overcome the obstacles of monocropping of Sanqi ginseng. 
Therefore, this study was designed to explore effects of RSD on obstaclesin monocropping of Sanqi ginseng 
and growth of seedlings of the crop. 【Method】A field experiment was carried out, designed to have 
four treatments, i.e.CK (control without soil treatment); SB ［RSD coupled with application of 15 t·hm-2 

organic substratehigh in C/N ratio, (C/N 94)］; BD ［RSD coupled with application of 15 t·hm-2 organic 
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substrate low in C/N ratio (C/N 19)］; and SB+BD ［RSD coupled with application of 15 t·hm-2 organic 
substrate, containing both high and low C/N ones, half by half (m/m=1∶1)］.Contents of saponins in the 
soils were measured with a high performance liquid chromatographer (HPLC), and microbial population 
and community structure were determined by means of real-time PCR and DGGE. Survival rate and disease 
incidence of replanted Sanqi ginseng seedlings were also recorded. 【Results】Results show that RSD 
significantly helped degrade saponins as compared to CK. The degradation rate of Rb1 and Rh1 in treatments 
BD and SB+BD reached up to 82.1% and 85.8%～88.1%, respectively. Besides, RSD effectively reduced the 
population of Fusarium oxysporum (F. oxysporum) and lowered its proportion in the fungi community, with 
sterilizing rate reaching as high as 99.7%. Furthermore, the number of replanted Sanqi ginseng seedlings 
survived the transplantation for 5 months was 7.3～8.5 times higher in the RSD treatments than in CK, 
while disease incidence decreased significantly from 89.0% in CKto 12.9%～16.1% in the RSD treatments. 
【Conclusion】Therefore, it is concluded that RSD can remarkably remove the obstacles in mono-cropping 
of Sanqi ginseng, improve the soil microbial community structure, raise the survival rate, and reduce 
the disease incidence of replanted Sanqi ginseng seedlings. So it is a promising agricultural practice to 
overcome the obstacles in monocropping of Sanqi ginseng.

Key words　Reductive soil disinfestation; Sanqi ginseng; Monocropping obstacle; Allelochemicals; 
Fusarium oxysporum; Soil microbial community
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